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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌（HCC）発症と進展におけるM-CSFの関与を検討した。I：M-CSF欠損
（op/op）にジエチルニトロサミン（DEN）を投与し肝発癌率を検討した。II：手術標本でM-CSF発現と手術後の
生命予後を解析した。III：マウスHCC株皮下移植モデルヒトHCC細胞株ヌードマウス脾臓移植モデル、DEN誘発肝
癌モデルを作成しM-CSF受容体拮抗剤GW2580の投与効果を検討した。I：op/opで発癌率がLTと比較し有意に低下
した。II：M-CSF高発現群においてDFSが有意に短縮していた。III：GW2580投与は有意に肝発癌増殖を抑制し
た。【考察】HCC新規治療の可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：We investigated the involvement of M-CSF in the development and progression 
of hepatocellular carcinoma (HCC). i: Hepatic carcinogenesis rate was examined in M-CSF-deficient 
(op/op) patients treated with diethylnitrosamine (DEN). ii: M-CSF expression and life outcome after 
surgery were analyzed in surgical specimens. iii: Mouse HCC line subcutaneous transplant model human
 I:Carcinogenic rate was significantly decreased in op/op compared with LT; II: DFS was 
significantly shortened in the M-CSF-high expression group; III: Administration of GW2580 
significantly suppressed hepatocarcinogenic growth; IV: M-CSF expression was significantly decreased
 in the op/op group; and V: M-CSF expression was significantly decreased in the DEN-induced 
hepatocarcinogenesis model; and V: M-CSF expression was significantly decreased in the DEN-induced 
hepatocarcinogenesis model. III: GW2580 significantly inhibited hepatocarcinogenesis growth. The 
results suggest the possibility of new treatment for HCC.

研究分野： 炎症免疫機構の解析
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
十全大補湯によるNAFLD の病態改善と、肝発癌抑制効果を検証し、メタボリック症候群における肝マクロファー
ジの果たす役割を解明することである。NAFLD 肝発癌における活性化肝マクロファージの関与は明らかになって
いない。一方、十全大補湯の抗炎症作用を応用したNAFLD 改善ならびに肝発癌抑制効果の視点からの研究も存在
しない。NAFLD の病態と、肝発癌機序における肝マクロファージの関与を証明し、十全大補湯による抗酸化スト
レス・抗炎症作用が、脂肪肝・肝線維化から発症する肝発癌を抑制できる可能性が解明でき、臨床治療への応用
が十分期待できる独創的で重要な課題であると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 

１．研究開始当初の背景 

メタボリック症候群患者の増加とともに、非アルコール性脂肪肝疾患（NAFLD）を背景とした肝

細胞癌の罹患率が増加しつつあり（Hepatol Int. 2016; 10: 533-534）、その原因・病態を解

明することは発癌抑制・新規治療開発につながる重要な研究課題である。肝炎ウイルス感染、

アルコール多飲、発癌物質による肝細胞癌発癌機序として肝内酸化ストレスが原因として重要

である（Hepatology, 2016; 64:1794-1796）。これまで申請者らは、C型肝炎ウイルス感染を背

景とする肝細胞癌発症において活性化肝マクロファージ由来の酸化ストレスが原因として重要

である事実を報告（Kono and Maki et al. Annals of Surgical Oncology2006;14:1182-1190）

してきたが、NAFLD肝発癌における肝マクロファージの関与は明らかになっていない。漢方薬で

ある十全大補湯が抗炎症性免疫増強作用とマクロファージ由来の抗酸化ストレス作用を有し、

肝癌発症を抑制する事実を臨床ならびに基礎研究により明らかにしている。（Kono and 

Tsuchiya et al. Int. J. Cancer: 2008; 123:2503- 

2511）。 

２．研究の目的 

十全大補湯の①高脂肪食摂取による脂肪肝と肝線維化の改善、②肝内酸化ストレス軽減による

肝発癌抑制、③脂肪細胞活性化抑制によるメタボリック症候群改善効果を検証し、NAFLDを背景

とした肝細胞癌発症における肝マクロファージ関与の詳細な機序を解明する。これによりNAFLD

（メタボリック）肝細胞癌に対する肝マクロファージを標的とする新規治療体系の確立を目指

す。 

３．研究の方法 

I．NAFLDの病態における肝マクロファージ機能と動態の検討 

① -1.NAFLDモデルの作成：C57/BL6マウスと自然発症NAFLD（STAM®）マウスを用い、chow 

diet、高脂肪食、ならびに1.6％十全大補湯添加高脂肪食を継続的に投与する。 

① -2.NAFLD の病理組織と肝内酸化ストレスの検討：経時的に肝臓を摘出し病理組織を検討す

る。脂質酸化ストレスマーカー（MDA、4-HNE）と酸化的DNA障害マーカー（ 8-OHdG） を免疫組

織染色法で検討する。 

① 肝線維化の検討：線維化の程度を-SMA免疫組織染色で検討する。肝線維化マーカー（ヒア

ルロン酸、M2BPGi）発現を血液と肝組織タンパクで検討する。 

① -4.肝臓と脾臓マクロファージの動態の検討：臓器マクロファージの動態の変化を免疫組織

染色（CD68、F4/80抗体）で検討する。 

II. NAFLD発癌の肝類洞免疫機能と十全大補湯による抑制効果の検討 

② -1.発癌モデルの作成：①-1と同じモデルを作成する。 

② -2.肝癌発生の検討：各群より経時的に肝癌の発生状態を検討する。 

② -3.担癌状態での臓器マクロファージの動態変化の検討：CD68、F4/80陽性Mf分布を腫瘍内、

腫瘍近位、腫瘍遠位部で検討する。 

② -4.担癌担癌状態での臓器マクロファージの表面抗原発現の検討：マクロファージ表面抗原

CD14とCD16発現を腫瘍内、腫瘍近位、腫瘍遠位部で検討する。 

III. NAFLDにおける分離臓器マクロファージ機能変化の検討 

③ -1.臓器マクロファージの分離： NAFLDの各病期、ならびに担癌状態の肝臓と脾臓より臓器

マクロファージを分離する。 

③ -2 NAFLD 病態進行におけるマクロファージの機能変化の検討：炎症性サイトカイン産生

（TNF-、IL-1）、ケモカイン（CXCケモカイン：MIP-2、KC; CCケモカイン：MIP-1 /-1、

MCP-1 発現）、活性酸素産生、蛍光latex beadsの貪食能を検討する。 

③ -3.マクロファージ表面マーカーの検討：各群・各病態の分離MfのCD14とCD16発現をFACS法



で検討する。 

③ -4.マクロファージsubtypeであるM1/M2-typeの特性の検討：各群・各病態の分離Mfを

lipopolysaccharide（LPS; 50g/ml in media）で刺激後に、M1-typeマクロファージ（炎症

性）マーカー（CD68）ならびにM2-typeマクロファージ（抗炎症性）マーカー（CD204）と、抗

TNF-抗体、抗IL-6抗体、抗IL-10抗体、抗LPS受容体Toll-like receptor 4抗体を用いた2重蛍

光染色によるFACS法で、マクロファージのsubtypeと、サイトカインならびにToll-like 

receptor 4発現を比較検討する。 

 

４．研究成果 

検討 I：DEN 誘発肝細胞癌の発症は TJ48 混餌投与群において非投与群と比較し有意に抑制され

た。検討 II：KC の TNF-αと ROS 産生は、TJ48 の in vitro ならびに in vivo 投与により有意に

抑制された。TJ48 投与マウスより分離したリンパ球は IFN-γ 産生が IL-4 産生より亢進してい

た。検討 III：HCV 感染陽性 HCC 患者の術後に TJ48 の投与したところ、TJ48 投与群において非

投与群と比較し、有意差を持って再発期間を延長していた。また、肝内酸化ストレスを反映する

血清 IL-18 値は、健常人と比較し HCV 感染患者では高値となっていたが、TJ48 投与開始後 6 ヶ

月以降で正常範囲内となっていた。さらに、投与後の NK 活性も増加した。統計学的解析により

TJ48 投与が唯一の独立した再発期間延長因子となっていた。 
 

ヒト肝細胞癌術後における十全大補湯の再発抑制効果 

 
 
動物モデルでの検討 
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